

















































El  agente  de  biocontrol  Fusarium  oxysporum  Fo47  reduce  los  síntomas  de  diferentes 
enfermedades en plantas cultivadas. En este estudio se ha utilizado un cultivo esterilizado de 
Fo47  como  elicitor  para  tratar  plantas  de  judía  que  posteriormente  se  inocularon  con  el 
patógeno  Phytophthora  capsici.  El  tratamiento  con  el  cultivo  esterilizado  de  Fo47  redujo 
significativamente  la  infección  por  P.  capsici,  tratándose  de  un  fenómeno  de  resistencia 
inducida.  Además  se  determinó  la  actividad  ‐1,3‐glucanasa,  una  enzima  clasificada  como 
proteína PR e  implicada en  la defensa de  la planta  frente a patógenos. El tratamiento con el 
elicitor  de  Fo47  no  indujo  la  actividad  ‐1,3‐glucanasa  en  las  hojas  de  judía  antes  de  la 





in cultivated plants.  In  this  study we used a  sterilized culture of Fo47 as elicitor  for  treating 
bean plants before  inoculation with  the pathogen Phytophthora capsici. Treatment with  the 
sterilized culture of Fo47 reduced significantly the infection by P. capsici, being a phenomenon 
of  induced resistance. Moreover, the‐1,3‐glucanase activity was determined; this enzyme  is 
classified as a PR protein and  is  involved  in plant defense against pathogens. Treatment with 
the Fo47 elicitor did not induce ‐1,3‐glucanase activity in bean leaves before inoculation, but 




























se  ubican  actualmente  en  tres  reinos  distintos,  Chromista,  Protozoa  y  Fungi.  P.  capsici 
pertenece al reino Chromista, encuadrado dentro de la clase Oomycetes (Tabla 1).  
Tabla 1. Clasificación de los Oomycetes (Hawksworth et al., 1995). 
































































daños  en  diferentes  frutales  y  hortalizas  en  Florida,  y  en  1993  se  registraron  pérdidas 




provocado  este  patógeno  en  dichos  cultivos  (Bartual  et  al.,  1991;  Pomar  et  al.,  2001).  La 
enfermedad puede aparecer en  cualquier etapa del  ciclo de  la planta, y  los  síntomas varían 


















































































de  compatibilidad  llamados A1 y A2;  cuando  los micelios de ambos  tipos de  compatibilidad 
entran  en  contacto  comienza  la  producción  de  dos  gametangios  diferentes,  anteridios  y 




germinales que se  ramifican dando  lugar al micelio  típico y/o producen esporangios y  largos 
pedicelos  (Bowers  et  al.,  1990;  Lamour  &  Hausbeck,  2003;  García‐Jiménez  et  al.,  2010; 
Jiménez‐Díaz & Zabalgogeazcoa, 2010; Lamour et al., 2012).  
La reproducción asexual se da bajo condiciones ambientales  favorables, en  las que P. capsici 
puede producir un elevado número de esporangios en  la  superficie del  tejido afectado  (Fig. 
3C,D). En el interior de los esporangios se produce la formación de zoosporas biflageladas que 
se liberan al medio en condiciones de lluvia o eventos de riego, desplazándose por quimiotaxis 
hacia  la planta y siguiendo un geotropismo negativo  (Fig. 3E,3F)  (Lamour et al., 2012). En el 
Figura 2. Síntomas provocados por P. capsici en diferentes huéspedes. (A) Podredumbre del 
fruto en berenjena;  (B) Podredumbre del fruto en pimiento; (C) Podredumbre del fruto en 
calabacín;  (D) Lesión en hoja de pimiento;  (E)  Infección en tomate;  (F) Calabaza de verano 
afectada por P.  capsici;  (G) Pepino afectado por P.  capsici;  (H) Podredumbre del  fruto en 
sandía; (I) Podredumbre de cuello en manzano. Imágenes tomadas de Gevenset al., 2008 (A, 
B, C, H), de CornellUniversity   http://phytophthora.pppmb.cals.cornell.edu/biology.html (D, 





a  ciertos  aminoácidos  (ácido  aspártico,  ácido  glutámico,  arginina,  metionina),  y  al  etanol 
secretado por las raíces en anaerobiosis asociada con la saturación acuosa en el suelo (Cooke 
& Whipps, 1993; Hardham, 1992). No obstante, en  la  inmediata proximidad de  la  superficie 
radical  la quimiotaxis de  las zoosporas es mediada en parte por campos eléctricos generados 
por  las  raíces  como  consecuencia  de  transporte  iónico  en  su  superficie,  y  son  atraídas 
preferentemente por zonas anódicas o catódicas. El desplazamiento quimiotáctico finaliza con 
el enquistamiento de la zoospora, su adherencia a la superficie vegetal y la formación del tubo 
germinativo.  La  estimulación  del  enquistamiento  da  lugar  a  una  serie  de  rápidos  cambios 
estructurales en  la  zoospora, entre ellos  la  separación o  retracción de  los  flagelos  (Jiménez‐
Díaz  &  Zabalgogeazcoa,  2010;  Lamour  et  al.,  2012).  El  material  adhesivo  está  constituido 
fundamentalmente por glicoproteínas de alto peso molecular, y se encuentra almacenado en 
vesículas citoplásmicas  localizadas periférica, central o dorsalmente en  la zoospora desde  las 
cuales es liberado para recubrir el quiste en formación (Hardham, 1992). La formación del tubo 















óptimas (27‐32ºC y alta humedad relativa) el tiempo desde  la  infección hasta  la esporulación 
Figura 3. Estructuras reproductoras de P. capsici. (A) Oosporas; (B) Oospora empezando 
a germinar; (C) Esporangio de P. capsici; (D) Esporangios producidos en  la superficie de 
















hongos  fitopatógenos  hemibiotrofos  se  caracteriza  por  una  fase  inicial  de  crecimiento 
periplásmico y biotrófico de hifas  intracelulares especializadas en  la célula  invadida,  seguida 
por el desarrollo de hifas secundarias que necrosan  los tejidos vegetales con antelación a su 
invasión (Jiménez‐Díaz & Zabalgogeazcoa, 2010). En  la primera fase P. capsici actúa como un 
organismo  biotrofo  y  las  células  de  la  planta  infectada  no  parecen  estar  afectadas;  en  la 
segunda fase P. capsici actúa como un organismo necrotrofo, matando las células infectadas y 
causando  necrosis  y  colapso  tisular.  El  colapso  tisular  es  seguido  de  la  aparición  de  los 
esporangios, lo que proporciona los medios necesarios para la dispersión y el comienzo de un 
nuevo ciclo de  infección  (Lamour et al., 2012). El periodo de  tiempo que  transcurre entre  la 
fase  biotrófica  y  la  fase  necrotrófica  supone  un  problema  para  el  agricultor,  ya  que  en  el 
momento de la cosecha parece no haber síntomas evidentes en los frutos (biotrofía) y cuando 
éstos son almacenados y  llegan al mercado,  los síntomas aparecen bien visibles (necrotrofía) 
(Hausbeck  &  Lamour,  2004;  Lamour  et  al.,  2012).  Se  hacen  necesarios,  por  lo  tanto,  los 
métodos de control de la enfermedad. 
Figura 4. Ciclo de infección de P. capsici en pepino. (A) Las oosporas latentes germinan en 
condiciones  de  elevada  humedad  para  producir  esporangios  que  pueden  germinar 
directamente o liberar zoosporas. Los esporangios se producen en las raíces, tallos y frutos 
de  las plantas  infectadas;  (B) Los esporangios y  las zoosporas se propagan por el agua de 













el  manejo  de  la  resistencia  inducida.  En  los  últimos  años  ha  habido  un  gran  número  de 
estudios  destinados  a  comprender  cuál  es  la mejor  forma  de  emplear  esta  estrategia  para 
lograr  la protección de cultivos  (Walters et al., 2013). Esta resistencia puede ser  inducida en 
plantas  tanto a nivel  local como sistémico, y, a pesar de que  rara vez se consigue el control 





utilizados  en  la  inducción  de  resistencia,  incluyendo  virus,  bacterias,  levaduras  y  hongos, 
siendo algunos patógenos de plantas y otros no (Díaz et al., 2005).  
 
En  términos  generales,  la  resistencia  inducida  se  puede  dividir  en  dos  tipos  principales,  la 
resistencia  sistémica adquirida  (SAR) y  la  resistencia  sistémica  inducida  (ISR)  (Fig. 6). Ambas 
respuestas,  junto  con otras  formas de  resistencia  inducida,  representan una  forma atractiva 
para  el manejo  de  enfermedades  de  los  cultivos  de manera  sostenible  en  el marco  de  un 
sistema de agricultura convencional (Vallad & Goodman, 2004). 
 
Figura  5.  Estudio  de  la  interacción  P.  capsici‐huésped  en  Nicotiana 
benthamiana.  (A) Ensayo del efecto de  la  infección de P. capsici en hojas 




Tabla  3.  Ejemplos  de  elicitores  de  resistencia  y  agentes  inductores  de  resistencia  con 







































































































































































































conduce  a  una  resistencia  generalizada  en  toda  la  planta  frente  a  un  amplio  espectro  de 
patógenos biotrofos (Nuez et al., 2004). Está asociada a la respuesta al ácido salicílico y a una 
alta  expresión  de  proteínas  PR  (“Pathogenesis‐Related  proteins”),  proteínas  de  la  planta 
huésped cuya expresión se induce en situaciones de patogénesis o en situaciones relacionadas 
(Tabla 4) (Hammerschmidt, 1999; van Loon, 1999; Vallad & Goodman, 2004). Aunque el mayor 
interés de estas proteínas reside en su  función en  la respuesta de defensa de  las plantas, se 
sabe  que  también  participan  en  otros  procesos  fisiológicos  del  desarrollo  de  la  planta, 
incluyendo  la  germinación  del  polen  y  el  crecimiento  del  tubo  polínico,  la  fertilización,  la 
embriogénesis, la maduración del fruto, y la germinación de la semilla y la movilización de las 
reservas del endospermo del grano de cereales (San‐Segundo & Coca, 2004). Algunas familias 
de  proteínas  PR  poseen  actividades  conocidas,  como  ocurre  con  la  familia  PR‐2  (‐1,3‐
glucanasas)  (Saikia  et  al.,  2005;  Govindappa  et  al.,  2010).  Se  han  encontrado  diferentes 
isoformas de ‐1,3‐glucanasas en un gran número de especies de plantas,  incluyendo  la judía 
(Awade et al., 1989). Está ampliamente demostrado que  las ‐1,3‐glucanasas participan en  la 
defensa de  las plantas  frente  a hongos  fitopatógenos, bien  solas o  en  combinación  con  las 
quitinasas  (familias  PR‐3,  PR‐4,  PR‐8  y  PR‐11).  Estas  hidrolasas  pueden  actuar  por  dos  vías 
diferentes: directamente, degradando la pared del patógeno; e indirectamente, provocando la 
liberación  de  compuestos  de  la  pared  del  hongo  que  actuarían  como  inductores  de  la 
respuesta de defensa de  la planta (San‐Segundo & Coca, 2004). La pared celular de P. capsici 
está  compuesta  principalmente  de  ‐1,3‐glucano  y  celulosa;  las  ‐1,3‐glucanasas  actúan 
Figura 6. Comparación gráfica de los dos tipos de resistencia inducida mejor caracterizados 
en  plantas:  SAR  e  ISR.  Ambas  respuestas  se  entrelazan molecularmente,  tal  y  como  se 





























































































hongos,  cuyo uso está bien documentado  (Punja y Utkhede, 2003). Fusarium  representa un 
extenso género de hongos filamentosos ampliamente distribuido en el suelo. La mayoría de las 
especies descritas pertenecientes a este género son saprófitas. Fusarium oxysporum incluye un 




Botrytis  cinerea,  lo que  sugiere que  la  respuesta  inducida es  tanto  local  como  sistémica, así 
como no específica (Díaz et al., 2005). Silvar et al. (2009) encontraron que F. oxysporum f. sp. 
lycopersici  induce  la  expresión  de  varios  genes  PR  implicados  en  la  resistencia  inducida  en 
pimiento.  Estos  genes  alcanzaron  el máximo  nivel  de  expresión  en  las  hojas  de  las  plantas 




de  control  biológico  para  proteger  a  la  planta  de  una  infección  posterior  con  una  cepa 
patógena capaz de provocar enfermedades vasculares (fusariosis) (Aimé et al., 2008). La cepa 




biológico  tales  como  la  competencia  por  nutrientes  en  el  suelo,  la  competencia  por  la 
colonización de la raíz, y la resistencia inducida (Olivain et al., 2006). La inducción de proteínas 
PR  tras  la  inducción  con  una  cepa  no  patogénica  de  F.  oxysporum  está  bien  documentada 
(Fuchs et al., 1997; Recorbet et al., 1998). Fuchs et al. (1997) vieron que la actividad de control 





un  aumento  en  la  actividad  de  las  enzimas  quitinasa,  ‐1,3‐glucanasa  y  ‐1,4‐glucosidasa. 
Duijff et al. (1998) demostraron que Fo47  inducía un aumento en el número de proteínas PR 
en tomate.  
En  el  presente  trabajo  se  ha  empleado  un  cultivo  esterilizado  de  F.  oxysporum  Fo47  para 
determinar si confiere protección a plantas de judía (Phaseolus vulgaris L.) contra el patógeno 
















plantas  se  utilizaron  para  el  tratamiento  con  el  cultivo  esterilizado  de  Fusarium  oxysporum 
(Fo47) 3 días después del transplante. 
3.2. Método de tratamiento con el cultivo esterilizado de Fo47 
Fusarium oxysporum Fo47  fue proporcionado por C. Alabouvette y C. Steinberg  (UMR  INRA, 
Dijon, Francia). El agente inductor se obtuvo a partir de cultivos de Fo47 en medio PDB (potato 
dextrose  broth)  incubados  a  25ºC  en  agitación  (150  rpm)  durante  7  días.  Tras  haber  sido 
esterilizado  en  el  autoclave,  el  cultivo  se  centrifugó  a  6.000  rpm  durante  20  minutos.  El 
precipitado  se  resuspendió en 300 ml de agua destilada y  se homogenizó  con una batidora 
durante 5 minutos. 







El aislado de Phytophthora capsici  (Pc450)  fue proporcionado por F. Panabieres  (UMR  INRA, 





por  experimento  y  tratamiento.  Después  del  tratamiento  con  Fo47  o  agua  destilada,  las 
plantas se incubaron durante 24 horas en una cámara de cultivo a 25ºC y con un fotoperiodo 
de 16 horas de  luz y 8 de oscuridad. Posteriormente  las plantas se  inocularon depositando 2 
discos del cultivo de Pc450 en cada hoja. Tras  la  inoculación  las plantas se colocaron en una 
cámara húmeda a 25ºC y con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. La severidad 
de  la enfermedad  se anotó para  cada hoja de acuerdo  con una escala de 0  (sin  lesión) a 4 
(>75%  del  área  con  síntomas),  24,  48  y  72  horas  después  de  la  inoculación,  y  se midió  el 
diámetro  de  cada  lesión  con  un  calibre  digital.  Los  datos  de  severidad  de  las  dos  hojas  se 
sumaron, dando un valor de entre 0 y 8 para cada planta. A partir de los valores de severidad 










El valor de AUDPC combina  los datos de severidad con el  factor  tiempo, ya que  la aparición 





por  experimento  y  tratamiento.  Después  del  tratamiento  con  Fo47  o  agua  destilada,  las 
plantas  se  incubaron  durante  24  horas  en  una  cámara  de  crecimiento  a  25ºC  y  con  un 




16  horas  de  luz  y  8  horas  de  oscuridad,  y  se  recogieron  nuevas muestras  24  horas  tras  la 
Figura  8.  Fórmula  para  el  cálculo  de 
AUDPC en  la que yi=  índice de severidad 
en  la  observación  i,  ti  =  días  tras  la 























La  actividad  ‐1,3‐glucanasa  se  midió  usando  laminarina  como  sustrato.  Las  medidas  se 
realizaron  siguiendo el método de  Imanaka et al.  (2001) con modificaciones. Una unidad de 
actividad  ‐1,3‐glucanasa  se  define  como  la  cantidad  de  enzima  que  produce  1  mol  de 
azúcares  reductores  por minuto.  El método  utilizado  consistió  en  preincubar  la mezcla  de 
reacción  (332,5 l de  tampón acetato  sódico 100mM pH 5 y 82,5 l de  laminarina al 1%) a 
37ºC durante 10 minutos y  luego añadirle 85 l de  la muestra; posteriormente  se  incubó a 
37ºC durante 10 minutos. Los tubos se transfirieron a un baño de hielo durante 5 minutos y se 
les añadieron 670l de Ferricianuro potásico 1,5mM en carbonato sódico 0,5M, incubándose a 








bioensayo con P. capsici  los datos de área de  infección y de AUPDC fueron analizados con  la 
prueba t‐Student. Para los datos de severidad se usó la prueba χ2 de Pearson. En la medida de 
la  actividad  ‐1,3‐glucanasa  se  utilizó  el  test  ANOVA  con  una  prueba  de  rango  múltiple 






de  P.  capsici  se  solapaba.  Los  resultados  que mejor  se  observan  son  aquellos  en  los  que 
transcurrieron 48 horas  tras  la  inoculación de  las hojas  con el patógeno, por  lo que  se han 
utilizado dichos datos para determinar  los diámetros. La comparación de  las medias del área 
enferma  por  planta  del  tratamiento  control  y  el  tratamiento  con  Fo47  permite  llegar  a  la 
conclusión de que existen diferencias estadísticamente significativas entre ambos tratamientos 
(prueba  t‐Student,  p=  0,0002)  (Fig.  10).Como  se  esperaba,  Fo47  no  cambió  el  desarrollo 










Al comparar  los datos de  severidad de  las plantas del  tratamiento control y del  tratamiento 
con  Fo47  se  concluyó  que  existían  diferencias  estadísticamente  significativas  entre  ambos 
tratamientos (prueba χ2 de Pearson, p= 0,0300) (Fig. 11). A cada planta de cada tratamiento se 
le asignó un valor de severidad de entre 0 y 8. Las plantas del tratamiento control mostraron 
valores de  severidad de entre 2  y 4, mientras que  las plantas  tratadas  con  Fo47 mostraron 
valores de entre 0 y 3, por lo que hubo una reducción del valor de severidad en las plantas del 
tratamiento  con  Fo47. En ningún  tratamiento  se observaron plantas en  las que  la  infección 





Con  respecto  a  los  valores  de  AUDPC  se  compararon  las  medias  de  AUDPC  de  ambos 
tratamientos  y  se  llegó  a  la  conclusión  de  que  existen  diferencias  estadísticamente 
significativas  entre  el  tratamiento  control  y  el  tratamiento  con  Fo47  (prueba  t‐  Student, p= 
0,0004) (Fig. 12). Tal y como se observa en la figura 12, la AUDPC tiene un valor más bajo en el 
tratamiento con Fo47; la reducción del valor de AUDPC en las plantas tratadas con Fo47 junto 











Se  comparó  la actividad ‐1,3‐glucanasa de ambos  tratamientos  tanto a 0 horas  como a 24 
horas  tras  la  inoculación con P. capsici, y  se  llegó a  la conclusión de que existen diferencias 
estadísticamente  significativas  entre  el  tratamiento  control  y  el  tratamiento  con  Fo47  (test 
ANOVA,  p=  0,0070)  (Fig.  13).  La  prueba  de Duncan  permitió  ver  que  de  los  cuatro  grupos 
analizados (tratamiento control a 0 y 24 horas y tratamiento con Fo47 a 0 y 24 horas) el grupo 
de Fo47 a 24 horas es el que difiere de  los demás, tal y como se observa en la figura 13. Esta 
observación  representa  un  fenómeno  de  “priming”,  de  forma  que  las  plantas  tratadas  con 
Fo47 muestran antes de la inoculación una actividad ‐1,3‐glucanasa similar a la de las plantas 
control, pero cuando se  inocula el patógeno  la actividad ‐1,3‐glucanasa es mucho mayor en 












Fusarium  oxysporum  Fo47  ha  demostrado  ser  un  eficaz  agente  de  biocontrol  induciendo 
respuestas de defensa en varios cultivos (Fuchs et al., 1997; Benhamou & Garand, 2001). Fo47 
es  capaz  de  colonizar  las  capas  más  externas  de  la  raíz  donde  se  desencadenan  varias 
respuestas inducidas que previenen la colonización (Benhamou & Garand, 2001; Benhamou et 
al., 2002; Alabouvette et al., 2009).  
Existen  estudios  en  los  que  se  ha  comprobado  la  eficacia  de  Fo47  frente  a  diferentes 
patógenos.  Veloso  &  Díaz  (2012)  comprobaron  que  la  aplicación  de  Fo47  vivo  redujo  los 
síntomas de  las enfermedades provocadas por Verticillium dahliae y Phytophthora capsici en 
plantas de pimiento. Sin embargo, vieron que este agente no  fue eficaz  contra el patógeno 
Botrytis  cinerea.  Los  resultados dependerán  tanto de  la especie de planta  tratada  como del 
patógeno empleado, además del agente que se utilice como  inductor. En cualquier caso, hoy 
en  día  un  programa  de  control  integrado  de  enfermedades  implica  la  disponibilidad  de 




varias  enfermedades  de  plantas,  y  la  variedad  de  respuestas  provocadas  por  las  diferentes 
preparaciones crudas sugiere que hay varios elicitores presentes en el micelio de Fusarium y 
que cada uno desencadena una respuesta diferente en la planta (Veloso & Díaz, 2013). El uso 
de un extracto de  cultivo esterilizado puede hacer más  cómoda  su aplicación, manteniendo 










patógenos. La  fracción  insoluble del extracto crudo de Fusarium oxysporum  f. sp. Lycopersici 




PR‐1)  tras  la  inducción  con  el  extracto  de  Fusarium.  Las  proteínas  PR‐1  son  consideradas 
marcadores de la resistencia inducida. CABPR1 se acumula de forma temprana cuando se trata 






respuestas de defensa  vegetales  en  tomate  cuando  se  trataba  con  Fo47  y otros hongos de 
colonización de  la  raíz y en proponer que el mecanismo por el  cual Fo47 protege a  tomate 
involucra al fenómeno de “priming”. Los resultados mostraron que no hubo un aumento en la 
acumulación de proteínas PR tras la inoculación de la cepa protectora (Fo47), sino que ésta se 
produjo  tras  la  inoculación  del  patógeno.  En  este  ensayo  de  inducción  de  resistencia  a  P. 
capsici en  judía con un cultivo esterilizado de Fo47 se puedo ver que únicamente  las plantas 
tratadas  con  Fo47  e  inoculadas  con  P.  capsici  mostraron  una  subida  considerable  en  la 
actividad  ‐1,3‐  glucanasa  (“priming”),  de  forma  que  consiguieron  una  mayor  protección 
contra el patógeno que las plantas control.  
La  riqueza de  informes científicos acerca de  las ‐1,3‐glucanasas vegetales nos ha permitido 
entender  su  estructura,  su  regulación  de  la  expresión  y  la  multitud  de  las  funciones  que 
desempeñan,  directa  e  indirectamente  en  las  plantas.  Este  grupo  de  proteínas  se  expresa 
también  en  las  plantas  para  resistir  el  estrés  abiótico.  Las  ‐1,3‐glucanasas  vegetales  están 
directamente  involucradas  en  la  defensa mediante  la  hidrólisis  de  las  paredes  celulares  de 
hongos  patógenos,  comúnmente  en  combinación  con  las  isoenzimas  quitinasa,  degradando 
juntas los ‐1,3‐glucanos y las quitinas de estos organismos (Balasubramanian et al., 2012). Las 




A  pesar  de  que  en  la  resistencia  sistémica  adquirida  (SAR)  también  pueden  observarse 
fenómenos  de  “priming”,  los  resultados  de  la  ‐1,3‐glucanasa  obtenidos  en  este  estudio 
apuntan a que se puede tratar de un caso de resistencia sistémica inducida (ISR). En cualquier 






Tras  la  elaboración  del  presente  trabajo  se  pudo  concluir  que  el  cultivo  esterilizado  de  F. 
oxysporum  Fo47  induce  resistencia  en  judía  contra  P.  capsici,  y  que  las  plantas  de  judía 
tratadas  con dicho  cultivo muestran una mayor  actividad ‐1,3‐glucanasa  solamente  tras  la 
inoculación con P. capsici, un fenómeno de “priming”. 
In  the  present  work  it  was  concluded  that  the  sterilized  culture  of  F.  oxysporum  Fo47  induces 
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